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研究成果の概要（和文）：癌の浸潤・転移過程において、EMT(上皮間葉移行)と呼ばれる現象が重要なステップ
であることが明らかとなってきている。興味深いことに口腔扁平上皮癌には紡錘細胞癌という明らかにEMTの性
質を有する癌が存在する。本研究では、我々が過去に樹立した紡錘細胞癌細胞株を用いて、EMTを誘導する強力
な因子を探索することを目的として研究を行った。研究期間内には特定の遺伝子の道程には至らなかったもの
の、上皮様形質を獲得した際に蛍光タンパク質が光る紡錘細胞癌細胞株を樹立したため、今後、本細胞株を用い
て特定の遺伝子の道程に取り組む予定である。

研究成果の概要（英文）：It is known that Epithelial Mesenchymal Transition, EMT is important step in
 cancer invasion and metastasis. Interestingly, there are spindle cell carcinoma with EMT phenotype 
known as the subtype of oral squamous cell carcinoma . In this study, we tried to explore the master
 regulator of EMT by using spindle cell carcinoma cell lines which we previously established. We 
could not identify the master regulator of EMT but established the spindle cell carcinoma cell line 
with reporter gene. In future, we try to identify  the master regulator of EMT by using this 
reporter cell line.

研究分野： 実験腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
癌の浸潤・転移は、口腔癌の予後を規定する

最も重要な因子である。なかでも、上皮間葉

移行 (Epithelial-Mesenchymal transition: EMT )

と呼ばれる現象がその重要なステップである

ことが明らかとなった。EMTと癌細胞が上皮

としての性質を喪失し、間葉系の形質を獲得

する現象であり、運動能及び浸 潤能 亢進を

介して、癌転移を促進し、結果的に予後の増

悪につながる。 

	 癌細胞がEMTを起こすと、細胞間接着因子

であるE-cadherin 発現低下、間葉系マーカー

である vimentin、N-cadherin 発現上昇などの

細胞内遺伝子発現がダイナミックに変化する

ことが報告されている。これまで EMTの誘

導には、主にE-cadherin転写を抑制するSNAI1, 

NAI2,ZEB1,ZEB2, TWISTなど転写因子が関与

することが知られている。しかしながら、他

臓器の癌での報告と異なり、 我々の予備検討

では口腔癌細胞株にこれらの転写因子を過剰

発現させても明らかなEMTの誘導は観察され

なかった。 

	 以前、我々は口腔扁平上皮癌 頸部リンパ節

転移巣からMSCC1細胞を樹立し(Oral	

Oncology,2003)、in vitro invasion assay法を応用

し、高浸潤能を有するMSCC1-inv1細胞を分離

した(Clin	Cancer	Res,2004)。興味深いことに、

親株であるMSCC-1細胞が上皮様形態を呈す

るのに対して、高浸潤能を有するMSCC1-inv1 

細胞は間葉様の形態を呈していた。これまで

に、これら2つ細胞株の遺伝子発現プロファイ

ルを網羅的に比較することによって、口腔癌 

浸潤に関わる新規因子をいくつか同定してき

たが(Cancer	Res,2006;	Clin	Cancer	Res,2007;	

PLoS	One,2011;	J	Biol	Chem,2012;	PLoS	

One,2012)、これらの因子の過剰発現によって

も、口腔癌細胞株にEMTを誘導させることは

できなかった。  

従って、口腔癌においてEMTを強力に誘導す

るマスター遺伝子は未だ明らかになっていな

い。  

２．研究の目的 
	 上述のように、口腔癌においてEMTを強力

に誘導するマスター遺伝子は未だ明らかにな

っておらず、口腔癌患者の予後を規定する因

子である浸潤・転移を標的とした新たな治療

法確立のため、その遺伝子の同定は急務であ

ると考える。 

	 興味深いことに口腔扁平上皮癌の亜型に紡

錘細胞癌と呼ばれる明らかにEMTの性質を有

する癌が存在する。我々は以前に紡錘細胞癌 

細胞株を樹立しており、その細胞株が間葉様 

性質と高い浸潤性を有することから、この腫

瘍型では何らかの因子がEMTを強力に誘導し

ていると考えている。 

	 そこで本研究では、この紡錘細胞癌細胞株

を用いて、EMTを強力に誘導するマスター遺

伝子を同定することを目的とする。 

３．研究の方法 
	 本研究では、我々が樹立したEMTの形質を有

する紡錘細胞癌細胞株にいてEMTを強力に誘

導するマスター遺伝子が働いていると仮定し、

これら細胞株に対し、ゲノム規模のshRNA 

libraryをレンチウイルスによって遺伝子導入

し、これらが間葉様の特徴を喪失し、上皮様 

の形質(E-cadherin発現の誘導)を再び取り戻す

ことを指標に EMTを強力に誘導していたマ

スター遺伝子の同定を試みた。 

	 具体的には、紡錘細胞癌細胞株が上皮様の

形質(E-cadherin発現の誘導)を再び取り戻した

場合にそれを検出するための細胞株の改変を

行なってきた。 

４．研究成果	

(1)EMT形質を有する紡錘細胞癌細胞株 



	 紡錘細胞癌は、口腔扁平上皮癌の稀な亜型

であり、病理学的に多形性に富む紡錘形細胞 

びまん性増殖よりなる肉腫様腫瘍であるが、

真の肉腫でなく上皮性マーカーであるサイト

ケラチンを発現していることなどから口腔粘

膜上皮に由来すると考えられている。  

	 我々は全身性に多発転移をきたした高悪

性度の紡錘細胞癌2症例より、それぞれ細胞株

を樹立した。興味深いことに、これら細胞は

その臨床病態に一致して、明らかな間葉様形

質と高い浸潤能を示した(図1)。

 

(2)紡錘細胞癌細胞株の改変 

	 我々は、近年注目を集めているゲノム編集

技術であるCRISPRに着目し、上皮性マーカー

として最も研究で使用されているE-cadherin

遺伝子の染色体上の下流に、IRES(internal 

ribosomal entry site)とGFP cDNAを挿入し、上

皮様形質を獲得した際に、GFPが発現し、蛍

光を発する用に改変することを試みた。 

	 CRISPRによるE-cadherin遺伝子の下流の切

断の確認やIRES(internal ribosomal entry site)と

GFP cDNAを挿入するための相同組み換えを

誘導するTargeting vectorの作成に成功したが、

実際に紡錘細胞癌細胞株で実験を行なったが、

目的の改変細胞は得られなかった。最近の知

見として、細胞株によって相同組み換えを起

こす頻度が大きく異なっていることが報告さ

れており、頻度の低い細胞株ではゲノム編集

技術を用いた遺伝子改変が困難である可能性

が考えられている。我々が使用した紡錘細胞

癌細胞株も相同組み換えの頻度が極めて低い

可能性があり、その原因で改変細胞が得られ

なかった可能性を考えた。 

	 そこで、ゲノム編集による染色体上への遺

伝子の挿入が困難と考え、改変の方法を変更

した。具体的な方法としては、約3kbpの

E-cadherin promoter領域を同細胞株からクロ

ーニングし、pGreenFire Lenti-Reporterベクタ

ー(SBI社)に挿入し、promoterの下流にGFP 

cDNAが連結されたレンチウイルスベクター

を作成した。このベクターを用いて、レンチ

ウイルスを作成し、E-cadherinを発現する293

細胞に感染させたところ、GFPの発現を認め、

レポーターベクターの作成に成功した。レン

チウイルスをベースとした遺伝子導入を用い

ているため、E-cadherin promoter領域とGFP 

cDNAが染色体上にランダムに挿入されてい

ると考えられる。さらにウイルスを作成し、

紡錘細胞癌細胞株にも遺伝子導入を行ない、

レポーター細胞株を得た。紡錘細胞癌細胞株

はE-cadherinの発現を有さないため、遺伝子導

入によってGFPの発現は認めなかった。 

	 研究期間中に、当初の目的であるshRNA 

libraryを用いた口腔癌のEMTを誘導するマス

ター遺伝子のスクリーニングには至らなかっ

たものの、スクリーニングに用いるためのレ

ポーター細胞を樹立したため、今後スクリー

ニングを実施する予定である。 
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